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ノ論 文 内 容 要 旨
BruceHaabortusの 病原性 に関す る報告は多いが,直 接病原性の強弱 と関係す る本菌
の性状につい ての知見は少な く,そ のグルタ ミン酸の 酸化能の高低 と細胞 内増殖 との関係,細 胞
壁の物質 と細胞内増殖との関係,Erythritolの利用性 とその胎盤 での特異的増殖 との関係等
が知 られている程度 である。
そ こで,著 者は宿主の防衛作用 の一つ と して重要 な血清の殺菌作用に着 目し,Br.abortus
の病原性の強弱が,こ の作用に対す る感 受性 と関連す るのではないか と考 え,こ の点 を確かめる
ため,本 研究を企 図し,本 菌 の強毒標準株544と 弱毒生 ワクチ ソ株19の 両菌株(St.5449
St.19と略す)を 用いて以下に述べ る実験 を行 なった。
1.供 試St.544とSt.19の 病原性
モルモ ッ トに両菌株の 生菌109個 を皮下接種 し,諸 臓器の菌数 を測定 した ところ,St.
544はSt.19に く らべ,脾 臓,肝 臓,膝 躾 リソパ節 では常に高い値 を示 した。 また,
St.544は 接種120日 後に も,な お脾臓,膝 襲 リンパ 節中に105個程度 の残 存が認め
られたが,St.19は 接種後 ま もな く減 少 し,15日 後にはいずれ の臓 器か らも検出され
な くなりた。 また,腎 臓,乳 腺,子 宮における生菌数 も脾臓等の場合 と同様にSt.544
はSt.19に くらべ常 に高く,そ の検出期 間も明 らか に長かった。 また,小 量 菌(102
個)接 種では,St。544は 諸臓 器で の増殖 が認 め られ たが,St.19で は全 く菌は陰
性で,抗 体 も検出 されず感染の成立は認 められなか 弓た。 また,マ ウスにお ける両菌株の消
長 もこれ と同様で,モ ルモ ッ ト,マ ウスにお ける供試菌株の病原性は明 らかに 異な った
(図 一1)。
2.St.544とSt.19の 血清内増殖
供試 した両菌株の生体内で の増殖能の異なるこ とは,そ の体液中における増殖 能の差異 に
よるのではないか と考え,ウ シ,モ ルモ ッ トの正常血清に 両菌株を接種 し,そ の生菌数を経
時的に測定 した。 その結 果,い ずれの血清中において もSt.544は 明 らかに増殖 したが,
St.19は 生菌数の著 しい減少 を示 し,と くに,そ れは ウシ血 清中で著 しか った(図 一2)。
これは,ウ シ,モ ルモヅ トの血清 中にはSt.19に 対 して殺菌的に作 用する因子の存在 を
示す と共に,Br.abort題sの病原性 の強弱の一端 は該因子 に対ナ る感受性の差 にあるこ
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とを示す もの と考 えられた。 同様の作用 はウサ ギ,ヒ ツジ,ヒ ト血清で認め られたが,マ ゥ
ス,ラ ヅト,ハ ムス ター,イ ヌ,ブ タの血 清中では両菌株 とも明 らかに増殖 し,St.19
に対す る殺菌作用は認め られなかった。す なわ ち,Br.ab。rtusの増殖 に対す る血清の
影響は動物種によ り異な り,St、19に 殺菌作 用を本するモルモ ッ ト型 とその作用 を示 さ
ない マウス 型に大別 され;Br.abortUSの 病原性の強 さを規定す る動物側の因子の異なる
ることが示唆 され,モ ルモ ット型では血 清の殺菌因子がそれ にかかわ るもの と考 えられた
(表一1)。
5,抗St.19因 子 の分離,精 製
ウシ1血清 をPBSに 対 して;透析する と,透 析外液中に はSt.19に 対す る殺菌作用(抗
Stj9作 用)が 詠め られず,ま た,透 析 内液の本作用 も著 しく低下 した。 これは抗St.
19作 用には非透析性物質のほか ・透析性の物質が関与す ることを示す もの と考 え,ま ず=二
価陽 イオ ンの関与の有無につレて検討を加えたところ,抗St。19作 用にはMg什 が関 与
す るこ とが明 らか となった。
次に,非 透 析性物質 を硫 安塩析に より分画 し,そ の活性 を調べた ところ、それは硫安25-33
%飽 和画分に含まれる因 子(グ ロブ リン因子)と 硫安50-60%飽 和 画分に含まれる因子
(アルブ ミソ因子)に 分 け られるが,そ れは単独 では抗St.19作 用を示 さず,そ の発現
には両因子の共存が必要であ るこ とを知 った。 なお,こ の因子の 活性 は新鮮 ウシ血清の5倍
弱であった。
4.抗St.19因 子の性状
全血清において本因子は56℃,5分 の加熱,pH5,pH4,1時 間 で失活 し,そ の至
適作用温度は50乃 至37℃b4℃ でのSt.19加 熱死菌による吸収 でその活性は失 なわ
れ,た。
次に,グ ロブリン因子,ア ルブ ミン因子の性状 を,こ れ を含む硫安0-33%飽 和画分
(グPブ リン画分)及 び硫 安50-100%飽 和 画分(ア ル ブ ミン画分)に つ き調べたところ,
グPブ リン画分の活性は耐 熱性,酸 に不安定 で,両 菌株に よる吸収試験で失活 したが,ア ル
ブ ミン画分は易熱性,酸 に安定で吸収試験の影響を受 けないこ とを知った。 ウシ血清の易熱
性はアルブ ミソ画分,酸 不安 定性,吸 収 によ る失活は グロブ リン画分 に依存する と云 える。
また,両 画分を合わせた場合の至適作用温度は血清のそれ と同様であった。 また 「,グロブ
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リン画分の活性はBr.abortusと航原構造 を異にす る馬流産菌では吸収 されず,そ の因
子 はBr.abortusに特異性 を有す ることを知った。 グロブ リン因子によ るSt.19の
感作は短 時間で終 了 し,低 温(4℃)で も進行するが,ア ル ブ ミン因子の感作速度はゆるや
かで,低 温で菌体に結合するが,抗St.星9作 用は温度依存性 であった。 なお,グ ロブリ
ン因子は2ME処 理で失活する ことからこれは1gMと 思われた。
とれ らの性状とMg朴 の関与 を併 せ 考 え る と,本 反応は補体結合反応で あり,グ ロブ リ
ン因子は自然抗体,ア ル ブ ミン因子は補体と考 えられた(表 一2)。
5.抗St.19因 子 の作用機序
抗St.19作 用が補体 結合反応であるこ とを確 認す るた め,ア ルブ ミンお よび グロプリ
ソ因子のSt・191こ 対す る殺菌作用の機 序 を調べた。
まず,グ ロブ リン因子 とアル ブ ミン因子 を別 々に順序 を変 えてSt.19に 作 用させた と
ころ,グ ロブリン因子→ アルブ ミン因子の順 では抗St.19作 用が発現す るが,こ ゐ逆 で
はその作用は談め られず,両 因子は独立に一定の順序でSt.19に 作用す ることが明 らか
となうた(表 一3)。 次にこれ を抗 グロブ リン因子抗体 及び抗 アル ブ ミン因子抗体 を用いて
螢光抗体法によ り観察 した ところ,グ ロブ リン因子 は直接,ま た,ア ル ブ ミン因子は グロブ
リン因子 を仲 介 としてSt.19に 結合す ることが知 られた。
以上の知見は抗St.19因 子が補体結合反応 と同様の様式で菌体た結合す ることを示す
ものである。 しか し,ウ シ血清には補体のC4が 存在せず,C2は 微量 であるとい う先人の
知見 を考 慮すれ ば,抗St.19作 用は溶血反 応どは異なる所謂AlternatePathway
による補体結合反応で あると推測 され る。 また,嗣 因子 で感作 した両菌株 を電子顕微 鏡で観
察 した ところ,St.19.は菌 形が変形 し,細 胞壁 と細胞膜力三不 明瞭であったが,St.544
ではこのよ うな細胞の変化は認 め られなか→た。`
なお,St.544は 両因子 を結合す るが,St.19と 異な り致死的 影響 を受けないこ
とは,そ の結合 と殺菌作用 とは異なる機作によることを示唆するもの と思われ る。
また前述のよ うに,低 温下において両因子はSt.19に 結合するにもかかわ らず,抗
St.19作 用が認め られぬこ とは,こ の作用の発現に細菌 の生理的条件が関与す る と思わ
れた。 この抗St.19作 用にBrucella属菌の 弱毒株4■株 が感受性 を示 し,強 毒株4株
億抵抗性 を示 し,ほ ぼ病 原性の強 さと抗St.19作 用に対する抵抗性 とは並行する ものと
推察 された。
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6。妊娠動物のBr.abortus感受性 と抗St.19作 用 ≧の関係
Br。abortusに対する ウシの感受性は一般に幼牛は低 く,妊 娠牛は高い と云われてい
るが,そ の実態は必ず しも明 らかでない。そこで,こ の点を実験的に確かめると共に7こ の
感 受性の変化に抗St。 可9因 子が関与 しているか否かについ て検討 した。
妊娠マ ウスにSt.544ま たはSt.19を 接穫すると,St.544はSt.19に
くらべて明 らかに高い 臓器内菌数 を示 し,正 常 マウスにおけると同様の傾 向がみ られた。 し
か し,妊 娠 マウス は正常 マウスにく らべ,脾 臆 等での両菌の増殖が著 しく,子 宮内への侵入
もi著明でそ の感 受性の増加が認 められ た。 なお,同 様の傾向はSt19を 接種 した妊娠 モル
モ ッ トに おい ても認め られた。妊娠 時に おけるSt.19に 対す る感 受性 の増 大は血
清中 に この因 子が 欠乏 する ため ではない か と考 え,妊 娠 モル モッ トの血清 の抗St.
19作 用 を調べた。 しか し,そ の活性 は 正常 モル モ ッ トの それ と変 りな く,本 因子は
感受 性の変 化 とかかわ りない ことが知 られた。
なお,妊 娠 マ ウスの子宮 内のSt、544を 螢光抗 体で観 察 した ところ,子 宮 粘膜
上皮 細胞中およ び子宮脱落 膜 層と胎 児絨 毛 層 との境 界 部位に 当該 菌 を多数 認め,本 菌
の妊娠 子宮にお ける好寄生部位 が 明 らか とな った。
以 上,Br.abortusの強毒株St.544は ウシ血清中で増殖するが,弱 毒株St.
19は これにより殺菌され るこ とを知 り,Br.abortUSの病原性の強弱の一端は血清中
の自然 抗体,補 体 による殺菌作用に対す る抵抗性の差にあることを明 らかにす る と共に,妊
娠動物における本菌に対す る感受性の 増加に本 因子がかかわ らぬこ とを示 した。
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表一1各 種動物血清中でのBr.abortusの生育
動 物
生 菌 数
1
勲 物
生 菌 数
St544 St19 St544 St79
モ ル モ ッ ト
ウ サ ギ
ウ シ
ヒ ツ ジ
ヒ ト
8.38tO.28
6.54士0.24
6.86士0.25
4.52fO.50
8.8310.60
2.93tO.36
2.28fO.16
`1.00
<1・oo
<1.oo
i
マ ウ ス
ラ ッ ト
ハ ム ス タ ー
イ ヌ
ブ タ
9.83fO.58
9.83fO.18
9.7610.36
8.5810.11
8.7210.05
9.96士0.49
9.78士0.2曜
9,65±0.28
8.04fO.32
9.01tD.40
?
?
?
?
?
?
接種時菌数は両菌株とも2.0×106～9.6×106
数値は接種48時 間後の1m6当 りの生菌数の対数値
各動物とも5頭 使用 し,そ の平 均値 と標 準偏差 を示す。
表一2全 血清および各精製画分の諸性状
精 製 画 分 耐 熱 性 耐 酸 性 至適作用温度1吸 収による影響
全 血 清 無 無 30-37C 有
グロブ リン画分
アル ブ ミン画分
有
無
無
有
両画分 を合 して
30-37C
有
無
グロブ リン因子
アル ブ ミン因子
有
無
無
有
4-5フ ℃
30-37C
有
i無
グロブリン画分 ・硫 安0-53%飽 和画分
アル ブ ミン画分 ・硫安50-100%飽 莉画分
グロブ リン因子 ・硫安25-33%飽 和 画分
アルブ ミン因子'・硫安50-60%飽 和 画分
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表一3グ ロブ リン因子,ア ル ブ ミン因子の感作順序
感 作 順 序
殺 菌 率 活 性 比
1 H
グ ロ ブ リ ン
因 子
ア ル ブ ミ ン
因 子
89ｰfo 97
ア ル ブ ミ ン
因 子
_」
グ ロ ブ リ ン
因 子
13 14
グ ロ ブ リ ソ ア ル ブ ざ ン
'因 子 十 因 子 92 100
感作順序1の因子で57℃3時 間感作後
感作順序Hの因子で5ア℃5時 間感作 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
人 畜共通の重要な病原体の一つであるBrucellaabortusには,virulenceの異 なる多数の菌株
があるが,、この病 原性の強弱に直接関連す る本菌の性状についての知見は少ない。著者は血清の殺菌
作用 に着 目し,こ の作用 に対す る感受性の差が病原性の強 さに関与す るのではないか と考え,強 毒標
準株st.544と 弱毒標準株st.19を 用 いて これを確かめ,次 の ような知見 を得 た。
まず,供 試st.544とst.19を雌モルモ 。 ト及び雌マ ウス に接種 し,体 内 の菌の消長を調べた と
ころ,st.544はいずれの動物 においても,肝 臓,脾 臓,淋 巴節をはじめ,諸 臓器 での増殖がst.19
に較べ て著 しく,ま たその体内での残存 も長期に及び,供 試 したst.544は強毒株,st.19は弱毒株
であ ることを確認 した。
つぎに,こ の両 菌株を各種動物の新鮮血清に接種 し,そ の増殖態度 を調べ たところ,st.544はモ
ルモ ット,ウ サギ,ヒ ツジ,ウ シ,ヒ ト血清中で増殖す るが,st.19は明らかに殺 菌される こと,マ
ウス,ラ ッ ト,ハ ムスター,イ ヌ,ブ タの血清中では両 菌株 とも増殖 し,st.19に対す る殺 菌作用を
有 さぬ ことを知 り,Br.abortusに及ぼす血清の影響は動物種 によ り異 な り,st.19に殺菌作用を有
す るモルモ ッ ト型と,そ の作用 を示 さないマウス型 に大別 され る ことを明 らかに し,Br.abortusの
病原性の強 さを規定す る動物側 の因子は動物種に より異 なることを示唆す ると共 に,モ ルモ ッ ト型の
動物では血 清の殺菌因子(抗st.19因子)が これにかかわるものと考えた。
そ こで・,ウシ血清よ りこの抗st.19因子の分離,精 製を試みたが,ウ シ血清をPBSに 対 して透析
す ると,透 析外液中にはst.19に対す る殺菌作用(抗st.19作用)が 認 め られず,ま た内液の本作用
も著 しく低下す ることを知 り,本 作用セこは非透析性 と透 析性因子が関与す るものと考え,二 価陽イオ
ンの関与 の有無につき検討 し,透 析性因子はMg十 であることを明 らか に した。
つ ぎに非 透析性因子を硫安塩析に よ り分画 し,Mg什 イオン存在下でその活性を調べた ところ,そ
れは硫安25～33%飽 和画分 に含 まれ る因子(グ ロブ リソ因子)と 硫安50～60%飽 和画分に含
まれ る因子(ア ルブ ミン因子)に 分け られ るが,そ れは単独では抗st.19作用を示さず,そ の発現に
は,両 因子の共存が必要であ ることを明 らかに した。
全血清におけ る本因子は,56℃,5分 の加熱,pH3～4で1時 間 で失活 し,至 適作用温度は,
30～37℃,4℃ でst.19加熱死 菌に より、吸収除去 され るが,こ の易熱性,至 適温度はアルブ ミン
因子,酸 不安定性,吸 収 による失活はグロブ リン因子に依存すること,ま たグロブ リン因子はBr.
abortusと抗原構造を全 く異 にす る馬流産 菌では吸収されず,こ れはブル セラ属菌に特異性を有す
ることを知 った。 さらに抗Br.19作用はグ ロブ リン因子,ア ル ブ ミン因子の順に感作す ることに よ
り発現す るが,こ の逆ではその作用は認め られず,両 因子は一 定の順序 でst.19に作用す ることを示
す と共 に,グ ロブリソ因子 は直按,ア ルブ ミン因子はグ ロブ リソ因子を仲介 と してst.19菌体に結合
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する ことを螢光抗体法 によ り確認 した・
以上の諸性状 より著者はグロブ リン因子は 自然 抗体,ア ルブ ミン因子は補体 と考え,そ の作用は
Mg十 存在下における両因子 と菌体 との補体結合反応 であ ると結論 した。 また両因子で感作 したst.
19は 菌体が変形 し,細 胞壁 と細胞膜が不明瞭 とな るが,st.544には細胞 に変化のない ことを明 ら
かに したo
なお,両 因子はst.544にもst.19と同様に結合す るが,st.544が致死的作用をうけぬ ことは,
その結合 と殺菌作用 とは異な る機作に よる こと,ま た両菌株の細胞構造,組 成の異なることを示唆す
るものと考 えた。 このst.19因子に対する感受性を由来の異なるブルセラ属菌数株につ き検討 し,弱
毒株 は感受性 を示 し,強 毒株は抵抗性を示した ことに より,病 原性の強 さと抗st.19因子に対す る抵
抗性 は略,並 行す ることを示 した。.
一方 ,Br.abortusに対するウシの感受性は,一 般に幼牛は低 く,妊 娠牛は高いといわれ℃ いる
が,実 験動物を用いて これを確かめ,妊 娠時には本 菌に対する抵抗性の減ず ること,妊 娠動物では一
般諸臓器のほか,特 に胎盤にこれが著明に増 殖す ることを 明らかにす ると共 に,妊 娠時 にみ られ る感
受性 の変化には,血 清の抗st.19作用は関与 しないことを明らか にした。
以上の知見は家畜衛生上,ま た公衆衛生上重要 な病原体であるBr.abortusの病原性の一 端を
解 明した もので,藩 査員一 同,著 者 は農学博士の学位を得るに値 いす るもの と認めた。
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